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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Rekombinantes Herstellungsverfahren fur ein vollstandiges Malaria-Antigen gp190/MSP 1 

(§) Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungs- 
verfahren fur das komplette gp190/MSP1-Oberflachen- 
protein von Plasmodium, insbesondere Plasmodium fa- 
licparum, sowie die vollstandige DNA-Sequenz dieses 
Proteins und geeignete Wirtsorganismen fur die Expres- 
sion der Sequenz, wodurch das Protein in seiner Gesamt- 
heit erstmals aufcerhalb des Parasiten synthetisiert wer- 
den konnte. 

Die Erfindung eroffnet erstmals die Moglichkeit, das 
gp190/MSP1-Oberflachenprotein in ausreichender Men- 
ge herzustellen; ferner ist es ein Gegenstand der Erfin- 
dung gp190/MSP1 als Impfstoff zur Verfugung zu stellen. 
SchlieSlich gibt die Erfindung ein Verfahren zur Stabilisie- 
rung von AT-reichen Genen an (Abb. 1). 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffi ein rekombinantes HersteUungsverfahren fur das voUstandige Malark-Antigen 

gen Malaria-Antigens sowieTeiledeiselben als stab ilisierte 
SchlieBlich betriffi die vorliegende Erfindung ein Stabilisieningsverfahren fur AT-reiche Gene, sowie stabilisierte 

Gene, die sich durch einen geringeren AT-Gehalt auszeichnen. 

Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Nach Angaben der WHO waren W5W mw 

dJ^teSSSSSnmg einem Malariarisiko ausgesetzt. Ihre Verbreitung nimmt d ^ 

2 "oSen auf eine intensiveResistenzbildung der Malariaerreger zuruckzufuhren, die t M *B die 

zurTherapie eingesetzten Medikamente ebenfalls als Prophylaxe empfohlen und 

che nacb neuen, wirksamen Chemotherapeutika werden heute Hoffnungen auch m die Entwicklung von ^P»°^_ 
«£l da Menschen in Malaria-epidemischen Regionen der Welt verschiedene Arten von Immumta £ "J™^ v * 
mjen NeSn einer naturlichen Resistenz gegen Malaria, die sich bei heterozygoten **g^*%^JZ^ 
Pe^nen mil Tlialassamie und Glucose-6-Phosphat-Dehydr^en^Mangel ^^^^^jS^SSii 

teitSs wedg^ bedrohlich als bei Pcrsonen, die der Infektion weniger haufig "J-Jj^ ^ 

wirSffi^ 

AnophXsl^ckrerfolgt. Von diesem Erreger ist Plasmodium falciparum der gefahrhchste und der am weuesten ver- 

v^fnft Die Seauenzen der gpl90-Proteine verschiedenerP. falciparum-Stamme fallen in zwei Gruppen zw schen de- 
SS^SSSSSS^ msgesamt besteht das Protein aus mehreren ^SSSS^S^ 

m^S^dJ^ogen Protein aktiver Schutz gegen Infektion mit Nage^Paraiten erhahem Passer Schutz heB 
Smit geg 8 en dieses Protein gerichteten Antikorpem erreichen (siehe auch Holder, 

ionization against bloodstage rodent malaria using purified parasite antigens, Nature 29 4 f ^M, WK. 
Dalv T M Weidanz WP. und Long, C.A. (1984), Passive immunization against murine malaria with an IgOJ mono- 
cSal JStaS 3 SnunoL 132, 3131 3137). Die Daten, die diese Annahme belegen soUen, sind im einzelnen jedoch 

<tt»2£EL* monoklonale Antikorper, we f he in vitro die 
paruminhibieren,sindgegeng P 190/MSPlgerichtet(Pirson,PJ. und Perkins,M.E. (1985 , 

M ShUeBUch wSde eine Reihe von Impfstudien mit gpl90/MSPl-Material aus P. falciparum an Primaten, ^besondere 
an A^s und SatmM Mfen durchgefuhrt (siehe auch Perrin, L.H., Merkli, B., Loche,M., Chizzohm C Smart I und 
KhkR (198?) Tntimalarial immunity in Saimiri monkeys. Immunization with surface component 
SSf" T P*n Med I 160 441-45 1- Hall R Hyde, J.E., Goman, M., Simmons, D.L., Hope, LA., Mackay, M. und Scaife, 
G dm P m£ l^^^ofL^'^ parasite cloned and expressed in bacteria, Nature 3H 
rn 382 SidS WA Tarn L Q, Kramer, K.J., Hui, G.S.N., Case, S.E., Yamaga, K.M., Chang, S.P., Chan E.B.I, 
undlan S^^fStoSteirfto coat precursor protein completely protects Aotus monkeys against Phsmo- 
diuJ Sipamm malaria, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84, 3014-3018; Ettlinger, II.M., Caspers, P., Matenle, II. J bchoen- 

SiwtL. against Malaria in Aotus monkeys immunized with a recombinant blood-stage antigen 
fu^d to a universal T-cell epitope; correlation of serum gamma interferon levels with protection, M. Imm. 60, 154-158, 
PaSrovo M E Romero p! Tores, M.L., Qavijo, P., Moreno, A., Martinez, A., Rodriquez, R., Guzmann F. und Cabe- 
rr?a98lflndSion of protective immunity against experimental infection with malana using syntheuc peptides. 
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Nature 328, 629-632). In diesen Impfstudien lassen sich hierbei zwei Ansatze unterscheiden 

- Verwendung von aus Parasiten isoliertem Material und 

- . Einsatz.y.oninJieterologen.Expressionssystenien ge wonnenem Materi al. 

Letzteres bestand in der Regel aus relativ kleinen Teilbereichen des Gesamtproteins. Obwohl die ersten Resultate der 
in Vorversuchen an Affen diirchgeruhrten Impfungen andeuten, daB gpl90/MSPl einen Schutz vermitteln konnte, haben 
alle an Primaten durchgefuhrten Experirnente zwei Probleme, welche einen solchen SchluB in Frage stellen: 

(a) sie wurden an zu kleinen Tiergruppen durchgefiihrt io 

(b) sie wurden nicht wiederholt. 

Die Resultate und die daraus gezogenen Schlusse sind daher statistisch nicht abgesichert. Neben dem schwierigen Zu- 
gang zu gecigncten Affen liegt das zugrunde liegende Hauptproblem darin, daB es bislang nicht moglich war, gutes Irapf- 
material in ausreichender Menge herzustellen. " 15 

Andererseits konnten nach der Sequenzierung des gpl90-Gens aus dem Kl- und dem MAD20-Stamm von Plasmo- 
dium falciparum konnlen uberlappende Fragmente in E. coli exprimiert werden. Mit diesem Material zeigten epidemio- 
logische Studicn in Wcstafrika, daB in der Gruppe der Adoleszenten eine Korrelation bestand zwischen Antikorperriter 
gegen gpl90/MSPl -Fragmente einerseits und einem Schutz vor Parasiteninfektion andererseits. Dariiber hinaus schien 
der Titer auch mit der J-ahigkcit zu korrelieren, die Parasitamie auch auf niedrigem Niveau zu kontrollieren (Tolle et al. 20 
(1993): A prospective study of the association between the human humoral immune response to Plasmodium falciparum 
blood stage antigen gpl 90 and control of malarial infections. Infect Immun. 61, 40-47). Diese Resultate werden erganzt 
durch neue Untersuchungcn an Aotusaffen im Rahmen der vorliegenden Erfindung. Hier wurde ein hoher Schutz gegen 
Infekuon mit dem Parasiten dadurch erreicht, daB Proteinpraparationen aus Plasmodium falciparum, die uberwiegend 
aus nichtprozessienem gp 1 90/MSP1 bestanden, als ImpfstofT benutzt worden waren. Die Affen mit dem hochsten Anti- 25 
korpertiter gegen gpl90/MSPl waren am besten geschiilzt. Diese Resultate machten letztendlich das gpl90 zu einem 
vicivcrsprcchcndcn Kandidatcn fiir cine ImpfstofT gegen Malaria tropica. 

y°° einigen Arbeitsgruppen wurde der C-terminalen Domane des gpl90 (pl9 bzw. p42) eine besondere Rolle bei der 

30 

i fragment of Plasmodium falciparum merozoite sur- 
face protein 1 protects Aotus monkeys against malaria, Inf. Imm. 64, 253-261; Burghaus, P.A., Wellde, B.T., Hall, T., Ri- 
chards, R.L., Egan, A.F., Riley, E.M., Ripley-Ballou, W. und Holder A.A. (1996), Immunization of Aotus nancymai with 
recombinant C-terminus of Plasmodium falciparum merozoite surface protein- 1 in liposomes and alum adjuvant does 
not induce protection against a challenge infection, Inf. Imm., in press). 35 

Bislang ist es jedoch nicht moglich, auf rationaler Basis andere Teile des gpl 90 als nicht relevant fur eine schutzende 
Immunantwort auszuschlieBen. Es ist daher nach wie vor notwendig, das gesamte Gen bzw. das intakte gpl 90 fiir Impf- 
versuche zu verwenden. Trotz mehrfacher Versuche verschiedener Arbeitskreise ist es jedoch noch nicht gelungen, das 
gesamte Gen des gpl90/MSPl zu klonieren und zu exprimieren. 

Bislang war es auch noch nicht moglich, a priori einen Teil aus der gpl 90-Sequenz fiir die schutzende Immunantwort 40 
als nicht relevant auszuschlieBen, so daB es nach wie vor notwendig ist, das gesamte Gen bzw. das gesamte Genprodukt 
fiir Impf versuche zu verwenden. Es ist jedoch trotz vieler Versuche mehrerer Arbeitskreise noch nicht gelungen, das ge- 
samte Gen des gpl90/MSPl zu klonieren. 

Es war daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Impfmaterial in Form von vollstandigem gpl90/MSPl in aus- 
reichender Menge zur Verfiigung zu stellen. Es war eine weitere Aufgabe der voriiegenden Erfindung, ein Verfahren an- 45 
zugeben, mit dem dieses Impfmaterial gewonnen werden kann. 

Es war auBerdem eine weitere Aufgabe gemaB der vorliegenden Erfindung, eine vollstandige DNA-Sequenz von 
gpl90/MSPl anzugeben, die in einem Wirtsorganismus exprimierbar ist. 

Weiterhin war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Wirtsoreanismen anzugeben, die das vollstandige Gen 
gpl90/MSPl enthalten. 50 

SchlieBlich war es auch eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Stabilisierungs verfahren fiir AT-reiche Gene an- 
zugeben, sowie ein fur die Expression geeignetes, stabilisiertes Gen, das sich durch eine Erniedrigung des AT-Gehalts 
auszeichnet. 

Diese Aufgaben werden durch die in den Anspriichen angegebenen Gegenstande gelost. 

Im folgenden werden einige Begriffe naher erlautert, um klarzustellen, wie sie in diesem Zusammenhang verstanden 55 
werden sollen. 

"Rekombinantes HemeUungsverfahren" bedeutet, daB ein Protein von einer DNA-Sequenz durch einen geeigneten 
Wirtsorganismus exprimiert wird, wobei die DNA-Sequenz aus einer Klonierung und Fusion einzelner DNA-Abschnitte 
entstanden ist. 

"Vollstandiges gpl 90/MSP1 -Protein" meint hier das gesamte, aus o.g. Plasmodien, insbesondere Plasmodium falcipa- 60 
rum, isolierbare gpl90/MSPl-Oberflachenprotein, das das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten des o.g. Erregers 
darstellt sowie die Proteine mit analoger Funktion aus den anderen Plasmodiumarten, wie P. vivax. Der Begriff betrifft 
somit jeweils das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten der 4 o.g, fur den Menschen gefahrlichen Malariaerreger. 
"Vollstandiges gpl90/MSPl-Gen" ist das fur dieses Protein kodierende Gen. "VoUstandig" bedeutet in diesem Zusam- 
menhang, daB die gesamte Aminos auresequenz des nativen Proteins vorhanden ist, bzw. daB die Gensequenz fiir die ge- 65 
samte Aminosauresequenz des nativen Proteins kodiert. Mit umfaBt sind jedoch auch mutierte und/oder verkiirzte For- 
men von gpl90/MSPl, sofera sie das gleiche Immunisierungspotential (Impfschutz) wie das vollstandige gpl90/MSPl 
aufweisen. 
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SchlieBlich umfaBt der Begriff auch Varianten von g P 190/MSPl die sich dadurch auszeichnen, daB sie Proteinab- 
schniUeverschiedenerAUeleineinemPioteinmolekmentfialten Mieuinen-Baumann A Eckerskorn, 

"FCB-1" istein Stamm von P. falciparum, wie beschrieben bei Heidnch, H.-G Miettmen Bau ™' • SUI l 

"'"AT-Gehalt" mem. im Zusammenhang der vorliegenden Rrfindung die prozentuale Menge von AdeninAThymm-Ba- 

thetisieren. Das so synthedsier.e Protein ist, wie die ^.^y^^^S^^i^ Hcr- 
Antikorpcrn zcigt, zumindest uber wcUc Bcrcichc in naturhch ^J^g? SSSr^ganiamen gewonnen wer- 

terminalen Ende sowie eine Anker-Sequenz am C-tamuialen. ™, vorzues weise dadurch gekennzeichnet, 
Codonhaufigkeiten, welche den AT-Gehalt erniedrigen, sind ebenfalls denkbar zugru „de liegende 

*e„g,e PMein zugnmde .legends Go. fur die voile Am^tmt^L m« Aosnahme des OH AriHagnu 

sauresequenzdesFCB-l-ProteinshergesteUtwird. 

Ilierdurch sollte der AT-Gehalt des Gens reduziert werden voreugswe.se auf 55% 

* ^ <* 

"1f,Le» De»*yoU 8 o„»ldeo,ide nymheusierl, die jew* i die >>>>U« dt^Se" 
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zu einemZweitprodukt, das der Lange von vier urspriinglich eingesetzten Oligonukleotiden (abziiglich der iiberlapppen- 
den Region) entspricht. Die Uberfuhrung dieser Produkte in ein uberwiegend aus Einzelstrang-DNA bestehendes Prapa- 
rat durch asymmetrische PGR mit den endstandigen Oligonukleotiden erlaubt in einem weiteren Amphfikationsschritt 
die Herstellung eines 800 bp langen doppelstrangigen DNA-Fragments in nur 25 PCR-Zyklen. 

Auf diese Weise werden direkt die kodierenden Regionen fur pl9, p30, p36 und p3l synthetisiert und in E. coli mole- 
kular kloniert. Klone mit fehlerfreier Sequenz wurden entweder direkt oder durch Zusammensetzen fehlerfreier Teilse- 
quenzen erhalten. Die Region, weiche das p83 kodiert, wurde durch Fusion aus zwei etwa 1200 bp umfassenden Sequen- 
zen erhalten. 

Im weiteren Verlauf des Verfahrens wurden die einzelnen Sequenzen kloniert. Als Expressionsvektoren bieten sich 
vorzugsweise die Plasmide pDS56, RBSH ("Hochuli, E., Bannwarth, W. DGbeli, H. Gentz, R., and Stuber, D. (1988) Ge- 
netic approach to facilitate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate adsorbent. Biotechn. 6, 
1321-1325"), pBi-5 ("Baron, a, Freundlieb, S\, Gossen, M. and Bujard, H. (1995) Corregulation of two gene activities 
by tetracycline via a bidirectional promoter. Nucl. Acids Res. 23, 3605-3606") und ppTMCS an. Es sind jedoch auch an- 
dere Expressionsvektoren denkbar. 

Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Expression sind E. coli, besonders bevorzugt der Stamm DH5alphaZl (R. Rutz, 
Dissertation 1996, Universitat Heidelberg), HeLa-Zellen, CHO-Zellen, Toxoplasma gondii (Pfefferkorn, E.R. andPfef- 
ferkorn, C.C. 1976, Toxoplasma gondii: Isolation and preliminary characterization of temperature - sensitive mutants. 
Exp. Parasitol. 39, 365-376) oder Leishrnania. Weitere Wirtssysteme konnten z. B. Hefen, Baculoviren oder Adenoviren 
sein, wobei der Gegenstand der Erfindung nicht auf die genannten Wirtssysteme beschrankt sein sollte. 

Es war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine vollstandige, zur Expression geeignete DNA-Sequenz 
des gpl90/MSPl-Oberflachenproteins von P. falciparum anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 17 genannte Erfindung gelost, wobei die Sequenz durch das oben beschrie- 
bene rekombinante Herstellungsverfahren erhaltlich ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert die zur Expression geeignete DNA-Se- 
quenz fur die vollstandige Aminosauresequenz. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert die zur Expression geeignete 
DNA-Scqucnz fur die vollstandige Aminosauresequenz mit Ausnahmc des Ankcrsignals. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform gemaB der vorliegenden Erfindung kodiert die zur Expression geeig- 
nete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals und des Signalpeptids. 
Diese Ausfuhrungsform von gpl90/MSPl kann dadurch gekennzeichnet sein, daB sie am N-Terminus 11 zusatzliche 
Aminosauren, davon 6 Histidine, enthalt. 

Besonders bevorzugt enthalt die zur Expression geeignete DNA-Sequenz keine erkennbaren "splice-donor" und 
"splice-acceptor" -Signale, und sie ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, daB sie keine groBeren GC-reichen Sequen- 
zen enthalt, die stabile Haarnadelstrukturen auf RNA-Ebene bewirken konnten. 

Vorzugsweise sollten Erkennungssignale fur Restriktionsenzyme, weiche Sequenzen von sechs und mehr Basenpaa- 
ren erkennen, vermieden werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung werden spezifische, d. h. nur einmal im Gen vorkommende Schnittstellen fur Re- 
striktionsendonukleasen in Regionen eingefuhrt, weiche die nach der Prozessierung des Proteins entstehenden Domanen 
trennen. 

Besonders bevorzugt sollten an beiden Enden des Gens Sequenzen fur Restriktionsendonukleasen vorhanden sein, die 
im Gen nicht vorkommen. 

Weiterhin werden durch die Erfindung Wirtsorganismen zur Verfugung gestellt, die die vollstandige Sequenz des 
gpl 90/MSP-l-Oberflachenproteins enthalten. 

^ Solche Wirtsorganismen sind vorzugsweise E. coli, besonders bevorzugt der Stamm DH5alphaZl, HeLA-Zellen, 
CHO-Zellen, Toxoplasma gondii oder Leishrnania. Die HeLa-ZeUen und CHO-Zellen sollten vorzugsweise konstitutiv 
tTA synthetisieren. 

SchlieBlich stellt die vorliegende Erfindung eine Moglichkeit zur Verfugung, ein nach dem rekombinanten Herstel- 
lungsverfahren erzeugtes gpl90/MSPl-Oberflachenprotein oder Teile desselben zur aktiven Irnmunisierung gegen Ma- 
laria zu verwenden. 

Das hier vorgestellte Syntheseschema erlaubt auch das zweite Allel des gpl90/MSPl-Gens herzustellen. Damit wird 
dem Dimorphismus des Proteins Rechnung getragen. Die Hauptvariabilitat des Proteins beruht jedoch auf den Sequen- 
zen von zwei relativ kurzen Blocken (Block H und IV, Ref. 1), die oligomorph sind. Die vorliegenden Sequenzdaten er- 
moglichen es, daB mit 6-8 Sequenzkombinationen dieser Blocke uber 95% aller bekannten gpl 90/MSP1 -Sequenzen ab- 
gedeckt werden konnen. Die Synthese dieser Sequenzvarianten laBt sich problemlos anhand der hier vorgestellten Stra- 
tegien verwirklichen, so daB Varianten sowohl in das Kl als auch in das MAD20-Allel eingebaut werden konnen. Impf- 
stoffe aus den hierdurch entstehenden Sequenzfamilien konnen ggf. gegen ein breites Spektrum von Parasiten mit 
gpl90/MSPl-Varianten Schutz verleihen. 

Die Herstellung von verschiedenen ImpfstofTtypen ist moglich: 

- Auf derEbene von Proteinpraparaten, wobei jeweils Mischungen der zwei Familien (Kl-iyp, MAD20-Typ mit 
verschiedenen Varianten der Blocke II und IV) zur Anwendung kommen konnen. Verschiedene Trager bzw. Adju- 
vans-Materialien konnen zum Einsatz kommen: Aluminiumoxid, Liposomen, Iscoms QSzl etc. 

- Auf der Ebene der Lebendimpfstoffe (a) virale Trager, insbesondere Vakzinia und Adenoviren; (b) Parasiten als 
Trager, insbesonders avirulente Formen von Leishrnania und Toxoplasma; (c) bakterieUe Trager, z. B. Salmonella 

- Auf derEbene der Nukleinsauren, wobei bspw. fur die Gentherapie geeignete Vektoren als Vehikel zum Einbrin- 
gen der Gene in den Wirt verwendet werden; weiterhin ist das Einbringen von Ribonukleinsauren, weiche das ee- 
wiinschte Protein kodieren, denkbar. 
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Eine weitere Moglichkeit der Impfung besteht in der Verwendung eines gemaB dera erfindungsgemaBen rekombinan- 
ten Herstellungsverfahren erzeugten g P 190/MSPl-Proteins zur HersteUung von monoklonalen Antikorpern, die dann in- 
rerseits zur passiven Immunisierung gegen Malaria verwendet werden. 

Ebenso wird eine Verwendung der gemaB dem rekombinanten HersteUungsverfahren in einem Zwischenschntt ent- 
standenen, dem Protein zugninde Uegenden DNA-Sequenz zur HersteUung einer \&kzine auf Nukleinsaurebasis ermog- 

llC SchlieBlich betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Stabilisierung von Gen-Sequenzen, insbesondere von Se- 
quenzen, die keine ausreichende Stabilitat in Expressionssystemen zeigen. 

Diese StabiUsierung wird erfindungsgemaB dadurch erreicht, daB der AT-Uehalt der Sequenz vemngert wird. 
Weiterhin wird durch die Erfindung ein siabilisiertes Gen zur Verfiigung gestellt, das sich dadurch auszeichnet, daB es 
einen geringeren AT-Gehalt aufweist. Ein Beispiel fur ein solches, siabilisiertes (Jen ist das Gen fur das gpl90/MSFl- 
Oberflachenprotein gemaB der vorliegenden Erfindung. ...... ■ » e . u 

Tm folgcnden soil die Erfindung anhand der Abbildungen und Tabellen sowie eimger Beispiele in einzelnen Ausfun- 
rungsfonncn bcschrieben werden. 
15 Dabeizcigl . . 

Abb. 1 Schematische DarsteUung des gpl90/MSPl \forlauferproteins aus P. falciparum (FCB-1). 
Abb. 2 /.wci mil nativem gpl90/MSPl aus P. falciparum (FCB-1) an Aotus-Affen durchgefiihrte Impfversucne. 
Abb. 2a mil 3x60 Mikrogramm gpl90/MSPl. 
Abb. 2b mil 3x40 Mikrogramm gpl90/MSPl. 
20 Abb. 3A Strategic der Synthese des gpl90/MSPl-Gens. 
Abb. 3B Prinzip der PCR-gestiitzten Total-Synthese. 
Abb. 3G Totalscqucnz des gpl 90 s . 
Abb. 3D N- und C-Terminus der gp^'-Variante. 
Abb. 4A Exprcssionsvektor pDS56 mit gpWO^-Sequenz 
25 Abb. 4B Gclclektrophorese von gpl 90 s2 . 

Abb. 5A Exprcssionsvekior pBi-5 mil gpl90 sl -Sequenz. 
Abb. 5B Inmiunfluorcszcnz von HcLa-Zcllcn. 

Abb. 5C Elektrophoretische Charakterisierung von aus HeLa-Zellen aufgereimgtem gpl 90 s . 
Abb. 6A Exprcssionsvektor ppT 190 mit gpl90-Sequenz. 
30 Abb. 6B Immunfluoreszenz der Expression von gpl 90 s in T. gondii. 

Abb. 6CPolyacrylamid-Gelelektrophorese von gpl90 aus T. gondii. 

Bei dem in Abb. 1 schematisch dargesteUtengpl90/MSPl-Vorlauferprotein ausP. falciparum (FCB-1) reprasentieren 
die dunklen Blocke Regionen, die in alien Stammen hochkonserviert vorUegen. Die schraffierten Blocke zeigen die di- 
morphen Bereiche, welche im FaUe des FCB-1 Isolates dem Kl-AUel entstammen. 01 und 02 zeigen die ohgomorphen 
Bereiche. S bezeichnet die Signalpeptidsequenz, welche 19 Aminosauren umfaBt, GA, die C-tenmnale Region, welche 
das Signal fur die GPI-Verankerung des Proteins in der Membran enthalt. Die Pfeile deuten die ProzessierungssteUen an, 
durch die Proteine P 53, p31. p36, p30 und pl9 entetehen. Das gpl90-Gen kodiert insgesamt 1639 Aminosauren. 
Die weiteren AbbUdungen werden im Zusammenhang mit den folgenden Beispielen ausfuhrbcher erlautert. 

40 Beispiele 

Beispiel 1 

Totalsynthese einer das gpl90/MSPl kodierenden DNA-Sequenz (siehe hierzu Abb. 3) 

45 A. Strategie der Synthese des gpl 90/MSPl-Gens (gpWO 5 ) (siehe Abb. 3A) 

Die Sequenz wurde aufgeteilt in Fragmente, die den Hauptprozessierungsprodukten entsprachen: p83, p31, p36, p30 
und P 19 In den Ubergangsregionen wurden SpaltsteUen fur Restriktionsendonukleasen (Pfeile in Abb. 3) so eingeplant, 
50 daB die Aminosauresequenz nicht verandert wurde. AUe hier aufgefuhrten SchnittsteUen kommen in der Sequenz nur 

^SeVragmente wurden iiberlappend synthetisiert, so daB die SchnittsteUen an den jeweiUgen Enden die Verknupfung 
zu den benachbarten Fragmenten durch Legierung moglich machten. AUe Einzelfragmente enthielten zusatzhch an ih- 
rem 5'-Ende eine BamHI-SchnittsteUe zur Insertion in Expressionsvektoren. Uber Mlul und Clal konnte die Gesam^e- 

55 quenz kloniert werden. Das hier gezeigte Schema fuhrt zunachst zu einer Sequenz, welche den GPI- Anker nicht ausbil- 
den kann, da C-terminal 18 Aminosauren fehlen. Die Synthese eines entsprechenden OUgonukleoUds, sowie eines uber 
die Sphl-Schnittstelle sich erstteckenden "Primers" fiihrt nach PGR zu dem Fragment GA, das Uber SphI und Clal ein- 
gesetzt werden konnte, die resultierende Totalsequenz war gpigO 5 . Zur Entfernung der das Signalpeptid kodierenden Se- 
quenz wurden "PCR-Primer" hergestellt, uber die das Fragment AS synthetisiert wurde. Es erlaubt, uber eine Bamffl und 

60 eine HindTTl-Schnittstelle den N-Terminus so zu verandem, daB das Protein mit Aminosaure Nr. 20 beganm Die Kernse- 
quenz, welche das gpl90/MSPl ohne Signalsequenz und ohne GPI-Anker-Signal kodiert, wurde mit gp^- bezeichnet. 
Deletion des GPI-Ankersignals aUein fuhrte zu gp^O 51 . 

B. Prinzip der PCR-gestiitzten Totalsynthese (siehe Abb. 3B) 

Oligodesoxynukleotide von etwa 120 Nukleotiden Lange wurden abwechselnd vom kodierenden bzw. nichtkodieren- 
den Strang so synthetisiert, daB sie jeweils etwa 20 Basen mit dem benachbarten Fragment uberlappten. Das Schema 
zeiet beispielhaft die Synthese eines ca. 800 bp langen Fragments aus Oligonukleotiden. In der ersten Stufe wurden in 4 
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ReaktionsgefaBen jeweils 2 Oligonukleotide "asymmetrisch" ampiifiziert. Es entstanden 4 etwa 220 bp lange DNA-Po- 
pulationen, die vorwiegend aus Einzelstxangen bestanden (A, B, c, D). Vereinigung von A und B sowie von C und D und 
Amplification uber 5 Zyklen fuhrte zu 2 etwa 400 bp langen doppelstrangigen Produkten. Asymmetrische Amplifikation 
dieser DNA-Fragmente (Stufe EI) ergab Einzelstrangpopulationen, welche nach Vereinigung und Amplifikation (Stufe 
IV) nach 10 Zyklen das Endprodukt G von ca. 800 bp Lange ergaben. Diese Synthese war ohne Isolierung der Zwischen- 
produkte und ohne Puffer oder Enzymerneuerung durchfuhrbar, und war nach 3 Stunden beendet. Das Endprodukt 
wurde elektrophoretisch gereinigt, mit den geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgeschnitten und im pBluescript 
(Stratagene), in dessen Polylinker eine Mlul und eine Clal-Schnittstelle eingesetzt worden waren, in E. coli kloniert. 

C. Totalsequenz des gpl90* (siehe Abb. 3C) 

Nach Fusion aller Teilsequenzen (Abb. 3A) in pBluescript wurde die Sequenz des Gens mit der Dideoxymethode ve- 
rifiziert. Das Leseraster des gp}9& hatte eine Lange von 4917 bp (+2 Stopcodons) und kodierte eine Aminosaurese- 
quenz, welche der des gpl90/MSPl aus FCB-1 entspricht (1639 Ammosauren). 

D. N- und C-Terminus der gp^O^-Variante (siehe Abb. 3D) 

Die N-terminale Sequenz, beginnend mit der BamHI-Schnittstelle, zeigte den Ubergang bei Arninosaure 20, von der 
angenommen wird, daB sie nach Abspaltung des Signalpeptids den N-Terminus definiert. Am C-Terminus war die ko- 
dierte Sequenz bei Arninosaure 1621 zu Ende. Den Stopcodons foigte die Clal-Schnittstelle. 

Beispiel 2 

Expression des gp^O* 2 in E. coli 

A. Expressions veklor (siehe Abb. 4A) 

Die gp^O^-Sequenz wurde uber die BamJfl- und Clal-Schnittstellen in pDS56RBSH eingesetzt. Dadurch wurden 6 
Histidine sowie einige aus dem Vektor stammenden Aminosauren an den N-Terminus fusioniert; dies ergibt folgende N- 
terminale Sequenz des Leserasters; Met Arg Gly Ser (His) 6 Gly. Ser. Durch den Promotor P N251aco { stand die Transkrip- 
tion unter lac R/O/EPTG-Kontrolle. 

B. Expression und Aufreinigung von gpl90* 2 (siehe Abb. 4D) 

Eine Uberfuhrung des Vektors pDS56RBSHgpl 90 s2 in E. coli DHSctZl und Induktion der Synthese durch IPTG ergab 
nach elektrophoretischer Auftrennung des Protein-Totalextraktes der Kultur eine deutlich sichtbare Bande in der erwar- 
teten GroBe (Pfeil). Die Aufreinigung des Materials durch IMAC und Affinitatschromatographie (Antikorpersaule mit 
mAK5.2) fuhrte zu einem homogenen Produkt von etwa 190 kD. In der Abb. bedeuten M = Molekulargewichtsstan- 
dards; 1 = E. coli Proteine vor, 2 = nach Induktion mit IPTG fur 2 Stunden. 3,4,5 = Fraktionen aus der Elution der mAK- 
Saule. 

Beispiel 3 

Tetrazyklin-kontroUierte Expression von gplW 1 in HeLa- und CHO-Zellen und Isolation des Produktes (siehe auch 

Abb. 5) bzw. 6c) 

A. Die gpl90-Sequenz wurde in den Expressionsvektor pBi-5 uber die BamHI/Clal-Schnittstellen eingesetzt. Damit 
stand die Transkription des Gens unter Kontrolle eines bidirektionalen "tTA-responsive"-Promotors und konnte uber Tc 
reguliert werden. Der bidirektionale Promotor initiierte gleichzeitig die Transkription des Indikatorgens Luciferase. Da- 
mit lieB sich die Regulation der Expression leicht verfolgen (siehe auch Abb. 5A). 

B. Irnmunfluoreszenz von HeLa-Zellen, welche Luciferase und gp^O 51 Tc-kontrolliert exprimieren 

In HtTA93-9-Zellen, welche die bidirektionale Transkriptionseinheit von (A) enthalten, wurde mit Antikorpern die 
Produktion von Luciferase (links), gp^O* 1 (Mitte) in Abwesenheit von Tc nachgewiesen. Nach Zugabe von Tc zeigte 
sich keine nennenswerte Synthese von gplW 1 , (wie dargesteUt in Abb. 5B, rechts). 

C. Elektrophoretische Charkaterisierung von aus IleLa-Zellen aufgereinigtem gp^O 1 

HeLa-Zellklon HtTA93-9 sowie CHO-Zellklon CH027-29 wurden mit oder ohne Tc kultiviert. Durch Elektrophorese 
aufgetrennte Zellextrakte wurden mittels "Western blot" mit mAK5.2 analysiert (Abb. 5Q; links zeigt eine Analyse der 
CHO-, rechts der HeLa-Zellinie. (1) = Kultur ohne, (2) = Kultur mit Tc, (3) = nicht transfizierte HtTA-l-Zellinie, Mole- 
kulargewichtsstandards sind jeweils links angedeutet. 

D. Aufreinigung von in Hela-Zellklon HtTA93-9 synthedsiertem gp^O 51 

Die praparadve Aufzucht der HtTA-93-9-Linie und Induktion der Expression von der gp^O* 51 durch Tc-Entzug er- 
laubte die Isolierung des Genproduktes iiber Affinitatschromatographie (mAKi.2-Saule). 
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S^SSlJ^Sch keine prinzipielle Schwiedgkeitdarsteuen. 

Beispiel 4 

Expression von gpW in Toxoplasma gondii nnd A.fmimgung das PmdukKS (sieh. hierzn nnnb Abb. 6) 

oberflachenprotein von T. gondii (SAG-1) ab. 

B. Expression von gp\9& in T. gondii 

,» * ™artfnhrtP7,,rTsolie^ 

r^sroX« 

des dargestellt. 

C. Isolierung von gplW aus T. gondii 

t m «xm9 Porasiten) wurde eplSKP mittels Affinitatschromatographie (mAK5.2- 

Aus praparativen Mengen von T. gondii (5x10 Parasitenj ^*^* p ' , Coomassie-gefarble Poly- 

len dargeslelll niilMolekulargewichlsiiidrkiemng an derhnken i>eile. 

Beispiel 5 

Charakterisierung des gpl9ff mil monoklonalen Antikorpern 

DieWecnselwirkungvon^^^^ 
systemen wurde durch Immunfluoreszenz (IFA) an P. ^X^nlen ienn S bdden Parasiten verglichen warden 

sind in Tab. 1 zusammengefaBt, wobei ND = nicht durchgefuhrt bedeuteL 

Beispiel 6 

Expression des gplQO* in heterologen Systemen 
1. Expression in R coli 

Dasgpl90-wurdeinden^^ 
tors stand, der iiber das lac Operator/R^ untcr n^Kontrolle zu expri- 

in Repressorproduzierende E. coh-Zellen, z.B. E. cob. pH5c£l ■"Jj^te Star die durch den Vektor eingebrachte 
mieren. Das Produkt war aus dem Rohextrakt miUels eine r A ^J22SS^3l » *™ Antikorpersaule fuhrte zu 
N-tenninale (His) 6 -Sequenzisolierbar. JJ Uonformalionelles Epitop im C- 

zumindest am C-Terminus, selektioniert (Abb. 4B >- Matprial am N-Terminus 11 zusatzliche Aminosauren, da- 

She Sequenz beginnl mi. AminosSnre 20 nnd nndet mil Ammosaum 1621. 

2. Komrellindn Expression das gpW in IlaU- nnd CllO-Znltatturnr, 

D. g p, W> wnrdn in dnn V. to pBi-5 eingnnem nnddami. unsea W re8 " fa '"- 

rer! ProSosos gescelll. Dtt To-kootrollie«o SysCam wn.de ana 2 Grundnn gowahlt 

- Esgd.or.andanExpmssk.nssysmm^; ^<^^»^j£&££^^^™ 

^^^^^^^^^^^^^^^ 
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heit von Tc ist der Promoter inaktiv. Die Transkriptionseinheit wurde sowohi in HeLa als auch in CHOZellen, welche 
beide konstitutiv tTA syntheiisieren (HtTA-l-Linie (Gossen, M. and Bujard, H. (1992), Tight control of gene expression 
in mammalian cells by tetracycline-responsive promoters. Proc. Nad. Acad. Sci. USA 89, 5547-5551); CHO-tTA-Linie, 
unveroffendicht), uberfiihrt. Durch Kotransfektion (Ca 2+ -Phosphat-Methode) mit einem Hygromycin-Resistenz-vermit- 
telnden Markergen wurde auf erfolgreiche chromosomale Integration selektioniert. Hygromycin-resistente Klone wur- 5 
den dann auf Regulierbarkeit der Expression > Tc untersucht, indem die Luziferaseakti vital als Indikator genutzt wurde. 
In gut regulierbaren Klonen (Regulationsfaktor < Tc 1000) wurde die gpl90 Synthese gepriift Immunfiuoreszenz Ana- 
lyse (Abb. 5B) sowie Untersuchungen iiber "Western blot" (Abb. 5C) eriaubten, von beiden Zelltypen Klone zu identi- 
fizieren, welche gpl90 unter streng regulierbaren Bedingungen synthetisieren. Von 20 Klonen wurde jeweils der bestre- 
gulierbare subkloniert. Die Subklone HtTA93-9 sowie CH027-29 wurden fur Kulturen im 10 1 MaBstab verwendet. Aus 10 
Zellextrakten dieser Kulturen HeB sich intaktes gp^O* 1 mittels Affinitatschromatographie (mAk5.2) isolieren. Das Ma- 
terial ist homogen bis auf eine einzige zellulare Komponente, die nicht von gpl90^ abstammt und die etwa 25% des Pra- 
parats ausmacht (Abb. 6Q. Sie miiBte in einem weiteren Reinigungsschritt entfernt werden. 

3. Expression des gpl9(F in Toxoplasma crondii 15 

Toxoplasma gondii gehort wie P. falciparum zu den Apicomplexa und hat daher wahrscheinlich ein dem P. falciparum 
ahnliches Protein-Modifikationssystem T. gondii laBt sich mit Fremd-DNA transfizieren, die effizient in das Genom in- 
tegriert wird, auBerdem laBt sich T. gondii problemlos in Zellkultur vermehren. Um ein moglichst natives gpl90-Produkt 
zu erhalten, wurde gp^O 1 * 2 so exprimiert, daB das Protein sekretiert und auf der Oberflache des Parasiten, wie bei P. fal- 20 
ciparum, iiber ein GPI-Motiv in der Membran verankert wird. Dazu wurde das gpl90^ 2 (Abb. 3 A) in das Plasmid 
ppTMCS (D. Soldati, unveroffendicht) eingesetzt (Abb. 6A) und damit unter Kontrolle des T. gondii-Tubulin Promotors 
gestellt. 

Dieses Expressionskonstrukt wurde in T. gondii transfiziert. Selektion mit Chloramphenicol fiihrte zu resistenten Klo- 
nen, die gpl90 synthetisieren, wie durch Immunfiuoreszenz nachgewiesen wurde (Abb. 6B). Die Immunfiuoreszenz mit 25 
anti-gpl90-Antikorpern war nicht unterscheidbar von einer entsprechenden Anfarbung der Parasiten iiiittels Andkorper 
gegen SAG1, dem Hauptobcrflachcnprotcin von T, gondii. Es ist dahcr davon auszugchen, daB gpl90 an der Oberflache 
von T. gondii verankert ist. Mehrere T. gondii-Klone (Nr. 3.1 bis 3.4) wurden charakterisiert und fur die Produktion von 
gpl90 aufbewahrt. Aus in praparativem MaBstab aufgewachsenen T. gondii- Kulturen (Klon 3.4) wurde gpl90 mittels 
Affinitatschromatographie (mAK5.2.-Saule) isoliert. Analyse im elektrischen Feld zeigte ein homogenes Produkt mit ei- 30 
ner Wanderungsgeschwindigkeit, die auf das intakte Protein schlieBen laBt (Abb. 6C). 

Beispiel 7 

Charakterisierung von gpl90 Protein aus verschiedenen Expressionssystemen mittels monoklonaler Andkorper 35 

Ein Satz gpl90-spezifischer monoklonaler Andkorper, von denen mehrere konformationelle Epitope erkennen, wurde 
dazu benutzt, iiber Immunfiuoreszenz die Reaktivitat der Andkorper mit P. 

falciparum- bzw. T gondii-Parasiten zu vergleichen. Tabelle 1 zeigt, daB die Reaktivitat der 16 Andkorper fur beide 
Parasiten gleich ist. Dies ist ein starker Hinweis darauf, daB in T. gondii weitestgehend "natives" gpl90 produziert wird. 40 
Der Vergleich der Reaktivitat der Andkorper mit Protein aus E. coli, HeLa- bzw. CHOZellen sowie T. gondii zeigt eben- 
falls, daB die meisten Andkorper mit den 4 Praparaten reagieren. Insbesondere wird das aus E. coli isolierte Protein von 
mehr Antikorpern erkannt als das Produkt aus Saugerzellen. Dies ist wahrscheinlich eine Konsequenz der Glykosylie- 
rung m Saugerzellen. 

45 

Beispiel 8 

Immunisierung von Aotus lemurinus griseimembra-Affen mit gpl90/MSPl aus P. falciparum (FCB-1) 

Zwei unabhangige Immunisierungsexperimente (A, B) wurden durchgefiihrt. Dazu wurde aus jeweils ca. 2xl0 n Pa- 50 
rasiten unter schonenden Bedingungen einmal 1,0 mg (A) und einmal 0,6 mg hochreines gpl90/MSPl isoliert. 

Das Protein wurde zusammen mit Freund'schem Adjuvans (FCA) verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich 
FCA. Es wurde dreimal im Abstand von 4 Wochen mit gleicher Menge an Protein bzw. mit Adjuvans immunisiert. Zwei 
Wochen nach der ietzten Immunisierung wurden die Tiere mit jeweils 10 5 Parasiten (FVO-Stamm) aus einem Donor-Tier 
infiziert. Die Parasitamie wurde taglich gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 zusammengefaBt. Dabei bedeutet: 55 
T: daB die Tiere mit Resochin behandelt wurden 
D: ein verstorbenes Tier 

Abb. 2A die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3x60 Mikrogramm gpl90/MSPl 

Abb. 2B die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3x40 Mikrogramm gpl90/MSPl 

Wahrend in den Kon troll gruppen nur 1/11 Tiere keine Parasitamie entwickelten, waren es in der geimpften Gruppe 60 
6/10. Die vier Tiere aus der geimpften Gruppe, die eine hohe Parasitamie entwickelten, taten dies - im Vergleich zur 
Kontrollgruppe - mit einer durchschnittlichen Verzogerung von vier Tagen (Uberschreiten der 2%-Grenze der Parasit- 
amie). 

Diese Experimente zeigten erstmals einen hochsignifikanten Schutz gegen Infektion mit P. falciparum durch 
gpl90/MSPl im Affenmodell. Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt es somit erstmalig, einen wirksamen ImpfstofF 65 
gegen die Malaria anzugeben. 
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Patentanspruche 



1. Herstellungsverfahren fur das voUstandige gpl90/MSPl -Protein von Plasmodium, insbesondere Plasmodium 
falciparum, dadurch gekennzeichnet, daB das voUstandige Gen fiir gpl90/MSPl in einem geeigneten System, vor- 
zugsweise einem Wirtsorganismus, exprimiert wird. 

2. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Synthese der dem 
Protein zugrunde liegenden DNA-Sequenz die DNA-Sequenz des P falciparum-Stammes FCB-1 zugrunde geiegt 
wird. 

3. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Ai-Gehalt der ex- 
primierten DNA-Sequenz gegeniiber der naturlich vorkommenden Sequenz reduziert wurde, vorzugsweise von 



4. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das dem erzeugten Protein zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz einschlieBHch Si- 
gnalpeptid und Ankersignal kodiert 

5. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das dem erzeugten Protein zugrunde liegende Gen fiir die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme 
des Ankersignals kodiert. 

6. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das dem erzeugten Protein zugrunde liegende- Gen fiir die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme 
des Ankersignals und des Signalpeptides kodiert 

7. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es folgende Schritte umfaBt: 

(a) Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz aus P. falciparum FCB-1, wobei eine DNA-Sequenz mit 
den im menschlichen Genom ublichen Codon-Haufigkeiten unter Erhalt der Aminosauresequenz des FCB-1 
Proteins hergestellt werden sollte, 

(b) Einleilung der entworfenen Sequenz in uberlappende Regionen, vorzugsweise in Regionen p83, p31, p36, 
gp30undgpl9, 

(c) Synthese von Desoxyoiigonukleotiden, die jeweils mindestens die gesamte Lange einer Region abdecken, 

(d) Synthese der kodierenden Regionen fur gpl9, gp30, p36 und p31 durch PGR und Synthese der kodieren- 
den Region fiir p83 durch Fusion aus zwei etwa 1200bp umfassenden Sequenzen, 

(e) einzelne Klonierung der kodierenden Sequenzen 

(f) Fusion des gesamten Gens und 

(g) Expression in einem geeigneten Expressionssystem 

8. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die in Schritt (c) synthe- 
tisierten Desoxyoligonukleotide durchschnittlich 1 20 Nukleotide lang sind und die benachbarten Sequenzen jeweils 
urn ca. 20 Basen iiberlappen. 

9. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Expressionsvektor dPS56, RBSII verwendet wird. 

10. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Expressionsvektor pBi-5 verwendet wird. 

1 1 . Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Expressionsvektor ppTMCS verwendet wird. 

12. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in E. coli exprimiert wird 

13. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der verwendete E. coli- 
Stamm der Repressor-produzierende Stamm E. coli DH5alphaZl ist. 

14. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in HeLa-Zellen exprimiert wird. 

15. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in CHOZeUen exprimiert wird. 

16. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die dem Protein zugrunde liegende DNA-Sequenz in Toxoplasma gondii oder Leishmania exprimiert 
wird. 

17. VoUstandige, zur Expression geeignete DNA-Sequenz des gpl90/MSPl-Oberflachenproteins von Plasmodium, 
insbesondere P. falciparum, vorzugsweise erhaltlich durch das rekombinante Herstellungsverfahren gemaB einem 
oder mehreren der Anspriiche 1 bis 16. 

18. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB sie nicht fur das 
Ankersignal kodiert 

19. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB sie weder fiir das 
Ankersignal noch fiir das Signalpeptid kodiert. 

20. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Sequenz 
fiir am N-Terminus vorliegende 11 zusatzliche Aminosauren, davon 6 Histidine, umfaBt. 

21. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 17 bis 20, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sequenz keine erkennbaren "splice donor"- und "splice acceptor"-Signale enthalt. 

22. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 17 bis 21, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sequenz keine groBeren GC-reichen Sequenzen enthalt. 

23. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaB einem oder mehreren der Anspriiche 17 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Sequenz keine Erkennungssignale fiir Restriktionsenzyme, welche Sequenzen von sechs oder 



74%auf55%. 
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T^Z^^WA-S^n* gemaB einem oder mehreren der Anspruche 17 bis 23, dadurch ge- 

der Prozessierung des Proteins entstehenden Domanen trennen, einmal vorkommende Schmttstellen fur Restnkti 

TSCS^SSUe DNA-Sequenz gemaB einem oder mehreren der Anspruche 17 bis 3iWr 
kennzSchne't 3 ISjuenz an ihren beiden Enden SchnittsteUen fur Restriktionsendonukleasen aufweist, die in 

o 8 Wutsorganismus gemaB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB der E. coh-Stamm der Repressor proau 
S^^geSIKlc^, dadurch gekennzeichnet, daB der 

30 Wirtsorganismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der J^W^^^^ 
31. Wirtsorganismus gemaB Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, daB die Wirtszellen konsututiv tlA 

? n wSioSnismus gemaB Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirtsorganimsus Toxoplasma gondii, 
SSg^SgemaB einem der Anspruche 1 bis 16 hergestellten gP 190/MSPl-Proteins zur HersteUung 
^Ve^^ 

36 Smsiertes Gen, dadurch gekennzeichnet, daB es einen geringeren AT-Gehalt aufweist als das nicbt stabiH- 

37. rt Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 17 bis 25 und/oder 36. 

38. Wirtszelle enthaltend einen Vektornach Anspruch 37. A-^-wiv. i ifi und/oder 
39 Impfstoff enthaltend ein Protein, hergestellt nach einem Verfahren nach einem to ^J^J^3^ 
eine EWA-Sequenz nach einem der Anspriiche 17-25 und/oder einen Wirt nach einem der Anspruche 26-3. und/ 

ffCE— SiSS ^ennzeichnet, daB er weitere Immunity hervorrufende Produkte aus 

Plasmodium, insbesondere P. falciparum, enthalt. 

Hierzu 16 Seite(n) Zeichnungen 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 19640 817 A1 
C12N 15/63 

14. Mai 1998 



Abb.1 



S 

1 01 



02 
P83 



GA 

1639 



P31 



P36 



P30 



I 4 
P19 



BEST AVAILABLE COPY 



Nummer. wk D E 19640 817 Al 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 ^ Int. CI. 6 : W C12N 15/63 

Offenlegungstag: 14. Mai 1998 



Abb. 2 




Tage each Infektion 



B 



1 



KONTROLLGRUPPE 

T TTT 



V18 
V19 
V32 
V49 
V52 



■f 



10- 



8- 



.§ 6--- 



gpl90GRUPPE 



V16 
V29 
V35 
V37 
V48 



T 

Q 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 



# 



Nummen 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE 19640 817 A1 
C12N 1^63 

14. Mai 1998 




BEST AVAILABLE COPY 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: W 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19640 817A1 
C12N 15/63 

14. Mai 1998 



Abb.3B 



Syntheische 
oligonukleotid8 



a-1 



> CL-4 >: Q-^ 



OL-7 



OL-8 



FteaktionsgefaBe i 

25pmol 



SP"^ >^ 25pmol 



3 

25pmol 



Spmol ^ 25pmol 



5pmoi 



Stufe I 



Stufe o 



Stufe in 



Stufe IV 



spmol 



i 



5 FCRZyklen 
c 




ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummen 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19640 817A1 
C12N 15/63 

14. Mai 1998 



DNA Sequenz des nativen(gpl90 n ) und des Abb.3C 
synthetischen(gpl90S) Gens fur gpl90 aus FCB-1 



AS MKI IFFLCS FLFFIINTQCVTHESYQE 27 

°P 190 ft G A TTA * T A A A T A A T ACT AA 

gplSO 8 CGCA^^ATGAAAATCATTTT^ 



90 



m1Q f D ^V/ KL EALEDAVLTGYSLFQKEKMVLllBGT 57 
gpl90° TCA A A AATGATTTTATA AA ATA AA 

9P190 CTX3GTTAAGAAACTGGAAGCTTTGGAAGATGCCGTCCT 160 



ASSGTAVTTSTPGSKGSVA6GGSGGBVASGGS 87 
gpl90 AAT TT T A G T A T TCA T A CATTATCA 

® 190 AGTGGCACGGCa ^^ 270 

^io^ V rn A m S 1l G m GSVASG6SV ASGGSG»SRRrNPSDBS 117 
gpl90* T T A T TCA T T TTTCAT AT TTCAA C T A T A T T A 

gpl90 S GTCGCCTOCGGCGGCAGCGTGGCATC^ 3fi0 

,o A l S «, DS . I>AKSYAI>LKHRVRNyLLTIKBI ' K YP0i' M7 
gpl90" T ATTAT T TT A A A AC T CT GT A AACATTACC 

9P»0 AGCGAITCXX^GCCAAGTCCTACGOCGACCTCA^ 450 

ASFDLTHHMLTLCDNIHGFKYLIDGYBEINBI, 177 
gpl90° T TT A TATT T T T A TAT AT TA 

9P 190 TTCGACC1 ^^ 540 

207 
630 

ASKXRAHELDVLXKI.VFGYRXPI.DNIKDNVGX 237 

720 

ml J$ " EDY IXX NKXT I ENINELIE B S KKT I 0 K H K 267 

9P 190 fl C A AA AATATATAT AGTGAATT 

91)190 ATCGAAGAITATATTAAAAAGAATAAGAAGACCATCGAGA 8i0 

ASNATXESBXXXLYQAQYDLSIYNKQLBBABH 297 
gpl90 fl TAA A A A A ATATTTTTCT ATA A T 

91)190 AMX3CAaCc ^ 9 00 

0*19^ m A I A SV JE! & B « K . R * D T L K KHB N IK E L L 0 K I N B I EH 327 

gpl90 TAA TTAAATT TT AAA C T G TATT A A 

93?19 ° CTCMCAQCOT ^ 990 

F ' AH SGNTFNTIiLDXHKKI BEHBRE IKEI 357 
9pl90 fl CAG T ATAATTCTT AAC A A AA AT 

gplSO CCTCCGCCAGCCAACTCTGGO 1080 

anlS AKT (p IK lv P fB N ril IDSZ 'y^£>PLELEYYLRBKSfK NXD 387 

^JfJa T ATTTAGTA A AT A A TA AA A TT 

91)190 GCCAAAACt ^ J ^^ 1170 



,« A i KLNFYFDLI,RAKLNDV CANDYCQIPPHL 

gpl9<£ TATAAC T TT T AT A A T A TATT T AT CT 

9P 190 CTGTACAftGTTGAATTTCEACT^ 

AS 

gpl90* A TC T A T A A C T A AC T G A A A AT A~ " T~ T~ A~ T ' A~ * A 

5P 190 AAGATCAGAGCCAACGAGTTGGACGTATTGA^ 



ASISAKVETKESTEPNBYPNGV TYPLSY 



DIM 417 



cpl90» AAGT ACTA T C ' ~ A A T~ T~ t" T ~ A* T 

91)190 ATCTCCQCCA ^^ 126 0 

I,ALNSLMSFGO I»INPyOVTKBPSKHZYTDH 447 
gpl90« TTATATTCTT TA TAT A AAGACATTT 

91)190 AACGCTCTC ^^ 1350 



ASERKKFINEIRBXIKIEKKKIES 



DKKSYBDR 477 



^"Sa „ JL „ a A A C A T T AAT A A A A ATCTATC AA 



91)190 GAGAG&AAGA ^^ 1440 

»JJ J fl TCTGTCTT AA A AT ATTAT AG T TATTA 

9P190 AGCAAAAGTCTAAACGATATCACTA^ 



537 
1620 
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A3 H 



A T 



LEKLTKALKYM 
gpl90 n A T A A A 

gpl9Q 8 CATi 

ASKNI.ISKIEHEIETLVENIK K 
gpl90 n ATA CAA * T A AT A AT AA 
gpl90 S AAGAATCTCATAAGTAAGA* 



BDYSLRNIVVBKELKYY 

TAATAATA TA T 



DBEQLFEKKI 
C T AAA 



AS T K D E N K 
gpl90 n T 
gp!90 p 



K V L L M H K 



P D B K I L S V S D I V K V Q V Q 

A A TT A AATC A A TAA TT AT A 



ACAAAAGACGAAAATAAACCAGAT^^ 



AS 
gpl90* 
gpl90 s 

AS 
gpl90 n 
gpl90 8 

AS 
qpl90» 
gpl90 8 



O E L K K T 
C TAA 



QLXLKNVEL 
T 6 TAA T A A 



H N 



I H V P » 
T C 



S Y K Q E N 
TC C A A A 



AiXGATGAACTCAAGAAGACTCWVCTCAIT^ 



AflCATAATATACATGTQCCGAATAfiTTATAAGCAGGAGAAT 



KQEPYYLIVLKK 

A TTTTATGTGA 
AAGCAGGAACCATJ 



EIDKLKVPMPKVESL 
ATT T A TGA ATCAT 



I N B 
A T 



S K K N I K T B G Q S ^0 « ^8 * * * T Z G Zl T G 



AS 
gp!90" 



G Q 



gp!90 



QAGSALEGDSVQAQAQBQKQ^AQ^P^P 

A A A T T A A ^.^..J^^^^ 



V P V P 
A A A 



3 (XJACAACAGGCCGGTTCAGOTCTCGAAGGCGA^ 



AS 
gpl90 n 
gpl90 8 

AS 
gpl90 n 
gpl90 s 

AS 
gpl90 n 
gpl90 8 

AS 
gpj.90 11 
gp!90 8 

AS 
gpl90 n 
gp!90 8 



VPEAKAQVPTPPAPVHNKTEN 
A CA AAA TATA 



A A A 
GTTCCAGAGGCTAAW 



VSKLDYLEX 
TTC T A T T A A 



.GCTCAAGTGCCTACACCAC^^ 



L Y 
T A 



BFLHTSYICHKYI1VS 

A TT A TATAT TTGTATCA 



H S T M H 



E K 
A 



ILK 
AT A 



Q Y 
A T 



KITKEEESKLSSCDPLDLLPNI^^^IJ^V^MY 

mg^aaccaacmaL^^ 



S H 



F D 
T 



L 

T A 



H S L S Q 
AG T A A 



Ii P M 
A T 



B I Y 
A T 



E K E M 
AAA 



V C H L Y 
T T TT A 



L K 
T G 



DUDKIKNLLEEAKKVSTS 
* * A ^ ^^^^ 



VKTLSSSSMQ 
A T AAGTTCA A 



P L 
T A 



6ACAACGACAAGATTAAGAACC 



AS S L T P Q D 



NNSLKLPB 



KPBVSANDDTSHSTNL 

TT G TAGTT A T A 



£«5 tc^t^c*^^ 



gpl90 ! 

AS 
gpl90 n 
gpl90 a 

AS 
gpl90 n 
gp!90 8 



ILSLGKNKNIYQ 
AT AG TAACATA 



LIGQKSSEM 
T A A T A AGTAGT A 



F Y B K 
T T A 



L K 
T A 



BAD 

T 



I M S L N D 
T T AT G T 



E S K 



R 

A G 



DSDTFYNBSPTNFVK 
GftLs^AC^ 

AS X X L B B D X M X L X X T L Q L 8 '/jJ///a^/ TA^A^ 



gpi90" 
gpi90 fl 

AS 
gpl90 n 

gp!90 8 CTCTTCGACAAGAAGAAGACAGTCGGCAAGTATA 



AS 

gp!90 n 
gpi90 8 

AS 
gpl90 n 
gpl90 8 

AS 
gp!90 n 
gp!90 8 



rA 1 * " T AAGATGCAGATCAAGAAGTTGACTCT^^ 

STENT 



SLNNPKHVLQN 
TTCAGT TAA 



FSVFFMKKKEAEIA 

T AAA T A A A A T A 



T T T 



«j»CACTGAACAAXCCGAAACAC 



tfiCCGAGATCGCCGAGACAGAGAACACT 



LBN 
TAA 



TKILLKHYKGLV 

A A AT AT G TT ATTA 



KYYNGBSS 
TAA 



p L K T L S E 
AT A A T AAGT A 



^jQQftgftACACCAAGATTCTTCTCAAACACTACA 



ESIQTEDNYASLEN 
ATCA T A A A TT TT A A 



IGAGTCTTCTCCTCTGAAGACTCTCTCCGAG 
DHLS 



FKVLSKLBGXLK 

ATAAG AT A A AT A T TT A T 



T A 



GAGAGCATCCA0ACC(SAG<3ATAACTAC^ 



AGGACAACCTGAAC 



567 

1710 

597 

1800 

627 

1890 

657 

1980 

687 

2070 

717 

2160 

747 

2250 

777 

2340 

807 

2430 

837 

2520 

867 

2610 

897 

2700 

927 

2790 

957 

2880 

987 

2970 

1017 

3060 

1047 

3150 

1077 

3240 

1107 

3330 

1137 

3420 
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AS LBKKKLSYLSSGLHHLIA 
gpl90^ T A A A AT ATCA T A A T T A TT A T 



LKEVIKHKHYT 

— - ~ ** « * T AT A A AAATATTA 

9P 190 CTOGAGAAGAAGAAQCTOU^^ 



1167 



3510 



ASGNSPSSNN 
gpl90 n T TCT T A 



TDVNNALBS 
6 T T C T T A 



yKKPLPBGTDVAT 1197 
- - - - - - — * *. »■» A A T C A T A A 

gpl90 GGCAATAGCCCAAGCGAGAATAATACAGACGTQAATAACGCy^ 3600 



AS V V 



8BSGS0TLS 
T AAG AG A 



QSQPKKPASTHVGAESHTI 



1227 



gpi9Q~ T AAG AG A T A A AAG A A A A A A T C A 

gpl90 GTGGTGTCTGAATCTGGCTCCGACACACTGGAGCAGTC^ 3690 



AS T T 



gpl90° 
gpl90 3 



SQHVDDEVODVIIVPIFGESSEOYDDLG 
A A- AT T A A A AA A* T A ATC A A T T TT A A 

ACCACATCTCAGAACGTCGACGAIPGAGGTC 



1257 



3780 



ASQVVTGEAVTPS 
gpl90 ri AAAAAAAA 
gp!90 r 



VIDNILSKIBSBYEVLYLX 1287 
A ATT TAT TGTTATA 

CAGGTGGTCACCGGTGAGGCTGTCACTCCTTCCGTGATT^ 3870 



ASPLAGVYRSLKKQLEN 
gpl90° T A TT AAG T A A AT A A 



VMTPNVNVKOIINS 
- — - .— - ~ « cu.c»n T AT TTT TTA TTCA 

9P190 CCTCTGGCAGGCGTCTATAGGTCTCTCAAGAAACAGCTGGAG 



A3 R F N K R 



gpl90 B 
AS 



AC T 



NFKNVLBSDLIPYKDLTSS 
A T T A ATCA T A A TT A A AAG 



Y V V K 
T T A 



D P 
T 



YKFLHKBKRDKFLSSYN? IXDSIDTD I 



1317 



3960 



1347 



4050 



1377 



gpl90 T TATT AAA CT AAGC T T T T A A T G A 

gp!90 GACCCATACAAGTTCCTCAATAAAGAGAAGAGGGATAAATT^ 4140 



AS F A 



1407 



DVLGYYXILSBKYKSDLDS IKBY I N D K 
gpl90 TA TTA T A AT ATC T A A TT A T A A CA 

gpl90 TTCGCTAATGATGTGCTGGGGTATTACAA^ 4230 



gpl90° T A G C T TT A C T T G TA T A TTT ~ T~ TT A~ J* 

gpi 9 o <»aggcgagaatgaaaaatatctk:ccttc 



ASQGENEKYLPPLNNIBT 



LYKTVHDKIDLPVI 



'AATT 



AS H 
gpl90 n 



LEAKVLNYTYEKSNV 



EVKIKELNYLKTIQ 



9P190 TTAAAATAT AT ATCA CA AAATTTA T 

gpl90 CACCTGGAGGCCAAGGTCCTCAACEATACTTACGAGAA^ 



DYNHNNLLTK 



ASDKLADFKKHNNFVGIADLST 
9P190 AT TA T TTTAAA t" t" CT AT ~ A~ 



gpl90 fl C TAGT AT TT TTT C TT ATCT TATTAT AT T A T 

gp!90 TTTCTGTCCACTGGCATGGTGTTCGAAAACCTCGCCAA 



AS F L 



STGMVFEN 
TAGT AT T T 



LAKTVLSHLLDGHLQGHLNI 



ASSQHQCVKKQCPQNSGCFRH 
gp!90 n 



LDERBECKCLL 



gpl90 AA AA A T A A TCT A ATATAAA ATATATA 

gpl90 TCCCAGCACCAATGCGTGAAGAAACAGTGCCCCXAGAATA^ 



ASNYKQEGDKCV 
gplSO 11 T 



E H P 



PTCNBNHGGCDADAKC 



9P190" T T ATTAT T TTC T TA TA C T 

5P 190 AACTACAAACAAGAAGGAGATAAGTGCGTGGAGAA^ 



gpl90 J 
gpl90' 



AS TEE 



D S G 



SNGKKITCBCTKP D SYPLFDG I PC 
TTCA TAGC TA ATTT T TT C 

ACCGAGGAi ^^ 



1437 
4320 
1467 
4410 
1497 
4500 
1527 
4590 
1557 
4680 
1587 
4770 
1617 
4860 



1639 



ASSSSNPLGIFPLLILMLILYSFI** 
gpl90 fl AGTTC C TAAACA T AT A A T A AT A T T 

9P 190 TCCAGCTCTA&TTTCCTGGGCATCT^^ 4940 

stop codoa Cla 1 
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